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               【研究目的】
 胆道閉鎖症 (以下本症) は新生児期から乳児期早期に閉塞性黄疸をきたす最も代表的な小児外
 科的疾患であるがその原因は未だ不明である・ 肝内胆管の発生の過程で生 じたリモデリング障害
 が本症の成因に関与 していることが推測されているが, アポトーシスを含めた組織動態は検討さ
 れてはいない。 本研究では, 本症の肝組織を用いてアポトーシスの検討を TdT-mediated dUTP
 biotin nick end labeling 法 (TUNEL) を用いて検出するとともにアポトーシス関連蛋白につ
 いても検討する。 細胞増殖の検討は, 増殖亢進のマーカーである Ki67 蛋白と増殖抑制のマーカー
 である p27 蛋白を免疫組織染色法を用いておこなう。 アポ トーシスと細胞増殖にっ いて病理組織
 学的に検討し細胞回転を評価 し, 胆管あるいは肝細胞の発生異常や分化障害である ductal plate
 malform ation と本症病因との関連とを明 らかにすることが本研究の目的である。
               【研究方法・結果】
研究対象
 本症 34 例の肝門部腸吻合術時に採取された肝生検組織を使用した。 対照群として1歳未満の
 5例の先天性胆道拡張症および5例の先天異常, 肝疾患のない新生児・乳児剖検例の肝組織を使
 用 した。 標本はホ ルマリ ン固定・ パラフィ ン包埋標本を使用 した。
 (1) アポ トーシスの検出
 ① DNA断片化の検出
 アポトーシスの特異的現象である DNA 断片化を組織科学的に検出するため DNA 鎖の 3'一〇H
 末端を認識する酵素 (TdT) を用いた `η sオ施 nick end labeling法である TUNEL 法をおこなっ
 た。
 結果;肝細胞においては本症と対照群との間には有意差は認められなかったが胆管上皮細胞に
 おいて本症で 48.9±13.2%と正常肝の 3.6±2.8%, 先天性胆道拡張症の 2.5±3、1%より有意に高
 い結果 (Pく0.0001) を示 し, 本症胆管上皮細胞におけるアポトーシスの高い発現を認めた。
 ② アポ トーシス関連蛋白の検出
 多くのアポトーシス誘導シグナ ルやアポ トーシス実行に関与する酵素, 蛋白が知られているが,
 その中でパラフィン包埋標本から検出可能な。-myc, Fas, Bcl-2, Bax, カスパーゼ3 (CPP32)
 にっ いての検討を免疫組織染色を用いておこなった。 アポ トー シスにその発現が深く関連するこ
 とが報告されている Lewis Y についても検討した。
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 結果;アポトーシスの実行に最も重要な酵素であるカスパーゼ3 (CPP32) が本症の胆管上皮
 細胞に発現 していることが認め られた。 カスパー ゼ活性化を負に制御する Bcl-2 の発現は軽度低
 下, 正に制御する Bax の発現は軽度亢進していた。 アポトーシスを反映する糖鎖抗原である
 Lewis Y は本症の胆管上皮細胞において明 らかに高い発現を示した。
 (2) 細胞増殖の検討
 ① Ki67の検討
 増殖期の細胞に発現が認められている Ki67 蛋白の検討を抗 Ki67 抗体 (MIB-1) を用いた免疫
 組織染色法にておこなった。
 結果;胆管上皮細胞における Ki67 陽性細胞の発現率は本症において 15.o±5.6%と対照群の先
 天性胆道拡張症の 8.6±5.4%, 正常肝の 10.1±9.8%より高い (P<0.05) 結果を示した。 肝細胞
 においては本症と対照群間に有意差は認めなかった。
 ② p27の検討
 サイクリンデペンデントキナーゼ (CDK) インヒ ビターであり静止期の細胞に発現する p27
 蛋白の検討を抗 p27抗体 (IB4) の免疫組織染色法にておこなった。
 結果;胆管上皮細胞における p27 陽性細胞の発現率は本症において 83.7±2.1%と対照群の先
 天性胆道拡張症の 92.0±2.6%, 正常肝の 92.5±L4%より有意に低い (P〈0.0001) 結果を示 し
 た。 肝細胞においては本症と対照群問に有意差は認めなかった。
               【研究の意義】
 本症の肝内胆管上皮細胞において高いアポ トーシス細胞の発現が認め られると同時に高い
 Ki67, 低い p27 の発現からは細胞増殖の亢進がみられたことは, 組織動態的には本症胆管がリ
 モデリ ング異常の状態にあることが示唆さ れ, 特にアポ トー シス の高 い発現 は小葉間胆管の減少
 や門脈域の線維化に も大きく 影響を及ぼ していると考え られた。 これま で本症 の肝内胆管につい
 てアポトーシスを含めた組織動態を検討した報告はみられず, 本症と胆管の発生, 分化異常
 (ductal plate malformation) との関連において意義深いと考えられる。
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 審査結果の要旨
 胆道閉鎖症 (以下本症) は新生児期から乳児期早期に閉塞性黄疸をきたす最も代表的な小児外
 科的疾患であるがその原因は未だ不明である。 近年, 肝内胆管の発生の過程で生じたりモデリン
 グ障害が本症の成因に関与 していることが推測されているが, アポ トーシスを含めた組織動態は
 検討さ れて はいな い。
 本研究は, 本症の肝組織を用いてアポトーシスと細胞増殖について病理組織学的に検討 し, さ
 らに細胞回転を評価, 胆管あるいは肝細胞の発生異常や分化障害である ductai plate malfor-
 mation と本症病因との関連とを究明 したものである。
 著者は, 本症 34 例の肝門部腸吻合術時に採取された肝生検組織および対照群として1歳未満
 の5例の先天性胆道拡張症および5例の先天異常, 肝疾患のない新生児・乳児剖検例の肝組織を
 使用 した。
 まず, アポ トーシスの特異的現象である DNA 断片化を組織化学的に検出するため in situ
 nick end labeling 法である TUNEL 法をおこなった。 その結果肝細胞においては本症と対照群
 との間には有意差は認められなかったが, 胆管上皮細胞において本症で正常肝や先天性胆道拡張
 症より有意に高い結果を示 し, 本症胆管上皮細胞におけるアポトーシスの高度発現を認めた。 ア
 ポ トーシス関連蛋白の検討において も, アポ トーシスの実行に最も重要な酵素であるカスパーゼ
 3が本症の胆管上皮細胞に発現 していることが認められ, カスパーゼ活性化を負に制御する
 Bcl-2 の発現は軽度低下, 正に制御する Bax の発現は軽度亢進 していた。 アポトーシスを反映す
 る蛋白である Lewis Y は本症の胆管上皮細胞において明らかに高い発現を示した。
 次に, 増殖期の細胞に発現が認められている Ki67 蛋白の検討を免疫組織染色法にておこなっ
 た結果, 胆管上皮細胞における Ki67 陽性細胞の発現率は, 本症において対照群より高い結果を
 示した。 肝細胞においては本症と対照群間に有意差は認めなかった。
 そこで次に, CDK イ ンヒ ビタ 一であり静止期の細胞に発現する p27 蛋白の検討を免疫組織染
 色法にておこなった結果, 胆管上皮細胞における p27 陽性細胞の発現率は, 本症において対照
 群より有意に低い結果を示した。 肝細胞においては本症と対照群間に有意差は認めなかった。
 以上, 本論文は, 本症の肝内胆管上皮細胞において高いアポトーシス細胞の発現が認められる
 と同時に, Ki67 高発現, p27 低発現という結果から細胞増殖の亢進が認められたことか ら, 組織動
 態的には本症胆管がリモデリング異常の状態にあることが示唆され, 特にアポトーシスの高い発現
 は小葉間胆管の減少や門脈域の線維化にも大きく影響を及ぼ して いる可能性 を示 したものであ る。
 これま で本症の肝内胆管 についてアポ トー シスを含めた組織動態を検討 した報告はみ られず,
 独創的な研究と考えられ, 学位論文に値するものである。
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